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Resumo: A Caatinga apresenta riqueza em plantas que, como estratégia de sobrevivéncia, produzem
um ndmero maior de metabdlitos secundarios. Estes sdo de grande importancia, uma vez que possuem
efeitos bioldgicos sobre varias patologias. As plantas do género Anadenanthera sdo usadas na medicina
popular como antidiarreico e no tratamento das infec¢des pulmonares. O presente trabalho teve como
objetivo determinar a caracterizagdo fitoquimica de extratos brutos de ramos da Anadenanthera
colubrina e o seu potencial antioxidante. As plantas foram coletadas em Buique, Pernambuco. Os
extratos foram caracterizados pelo método de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Foram
realizados cinco testes para avaliar a atividade antioxidante dos extratos: dosagem de fendis e
flavonoides, método do radical 2,2-difenill-pricrilhidrazil (DPPH), método de 2,2’- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e método de fosfomolibdénio. O CCD mostrou que o
extrato aquoso apresenta maior presenca de metabdlitos testados. A média do teor de compostos
fendlicos do extrato aquoso (218,22 mg EAG/g*) foi maior do que a do extrato metandlico (104,06 mg
EAG/g'). A concentracdo de flavondides dos extratos ndo foi significativa. O extrato aquoso (290,46
pg/mL) apresentou melhor ICso em comparagdo com o extrato metandlico (391,19 pg/mL) e 82,99% de
inibicdo do radical ABTS. No teste de fosfomolibdénio, o extrato aquoso (137,65%) apresentou maior
atividade em relacdo ao extrato metandlico (34,35%) e ao &cido ascdrbico (100%). Com base nos
resultados obtidos, esta espécie pode ser considerada uma boa fonte de antioxidantes. Porém, o extrato
aquoso apresentou melhores resultados nos testes, por isso, pode ser considerado um melhor liquido
extrator.

Palavras-chave: Antioxidantes, Anandenanthera colubrina, Caatinga, Metabolitos secundarios.
Introducéo

O género Anadenanthera é composto por duas espécies, Anadenanthera peregrina e
Anadenanthera colubrina (Torres e Repke, 2006). Conhecida popularmente como angico, a
Anadenanthera colubrina, pertence a subfamilia Mimosoideae, presente na familia Fabaceae,
indicada como uma das maiores familias de angiospermas (Alves et al., 2014).

A. colubrina é utilizada como opgéo para tratamentos de saide na medicina popular
brasileira. As comunidades usam partes da planta como a casca no tratamento de infecgdes
pulmonares e das vias respiratorias, geralmente usam-se macerados da droga vegetal em
solucBes hidroalcoodlicas, administradas aleatoriamente até a auséncia dos sintomas

caracteristicos dessas doencas, como tosse ou diarreia (Agra et al., 2007).
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Araljo et al. (2014) observou a presenca dos metabolitos secundarios: taninos,
flavonoides, proantocianidinas, triterpenos e agucares no extrato hidroalcodlico nas folhas desta
espécie. Estudos adicionais também indicam que ndo ha diferenca significativa entre a
quantidade de taninos, compostos responsaveis pela adstringéncia, acdo anti-inflamatoria e
antimicrobiana de muitos produtos vegetais, presentes na casca do caule e das folhas da A.
colubrina. Fato que motiva a realizagdo de pesquisas em outras partes da planta (Monteiro,
2006).

As defesas antioxidantes enddgenas, incluindo enzimas e compostos ndo enzimaticos,
tentam combater o estresse oxidativo que acontece por causa do desequilibrio entre a producéo
de substratos oxidaveis e o sistema de defesa antioxidante. Algumas espécies de plantas,
chamadas antioxidantes biologicos, podem ajudar o sistema antioxidante exdgeno neste
processo (Barros et al., 2016). Suas funcGes sdo, por exemplo, diminuir o estresse oxidativo,
lesdes no DNA, mutagdes malignas e outros danos celulares (Godic et al., 2014). Algumas
espécies da familia Fabaceae como Genista tinctoria e Genistella sagittalis demonstradaram
forte acdo contra espécies reativas e um percentual elevado de compostos fendlicos (Hanganu
etal., 2016).

O objetivo deste estudo foi determinar a caracterizacdo fitoquimica e analisar a presenca
do potencial antioxidante em extratos aquoso e metanolico de galhos da planta A. colubrina,
coletadas em uma area da Caatinga brasileira, um dominio fitogeografico exclusivamente
brasileiro, que apresenta condi¢des de solo e temperatura singulares, além de diversas outras
espécies de plantas ricas em compostos bioativos que demonstram elevado potencial

biotecnolégico e econdmico para as populagdes locais.

Metodologia

Coleta da amostra

Os galhos da Anadenanthera colubrina foram coletados no Parque Nacional do Catimbau
(PARNA do Catimbau), Pernambuco, Brasil, em Julho de 2016. A sua identificagdo botanica
foi realizada no Herbario do Instituto de Pesquisa Agrondmica de Pernambuco (IPA-PE), onde
o0 seu voucher (IPA 84.039) esta depositado.
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Preparacéo dos extratos

Para o preparo dos extratos metandlico e aquoso da A. colubrina, os galhos coletados

ficaram por um periodo de sete dias secando a temperatura ambiente e em seguida, foram

moidos.

O processo de extracdo foi realizado misturando-se 10 g dos galhos moidos com 100 mL

de metanol e &gua, posteriormente submetidos a agitacdo por uma hora em um shaker. Apds

agitacéo, o sobrenadante formado foi filtrado, sendo este processo repetido por trés vezes.

O extrato metandlico adquirido foi submetido a rotaevaporacgdo sob pressdo reduzida a

uma temperatura média de 45°C com a finalidade de concentrar este extrato, obtendo

rendimento de 29,5%. E o extrato aquoso, submetido a liofilizacdo também para concentra-lo

e seu rendimento foi de 37,6%.

O rendimento foi calculado de acordo com a seguinte formula:

Rendimento: Peso da amostra — Peso do tubo x 100

Analise fitoquimica

10

Os testes fitoquimicos para detectar a presenca compostos bioldgicos nos extratos

foram realizados por cromatografia em camada delgada (CCD) usando sistemas de

desenvolvimento adequados e reveladores, como mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Sistemas e reveladores utilizados na andlise fitoquimica

Classe de metabolitos Padrdes Sistema de eluicdo Revelador Referéncias
secundarios
Flavonoides e Quercetina, rutina ~ AcOEt - HCOOH - AcOH- NEU Wagner & Bladt,
fenilpropanoglicosideos e H20 1996;
ac. clorogénico (100: 11: 11: 27 viv) Brasseur &
Angenot, 1986
Triterpenos e esterdides B-sitosterol Tolueno: AcOEt Lieberman & Harborne, 1998
(90: 10 viv) Burchard
Saponinas - AcOEt - HCOOH - AcOH- Lieberman & Harborne, 1998
H.0 Burchard
(100: 11: 11: 27 viv)
Mono e sesquiterpenos Timol Tolueno: AcOEt Anisaldeido sulfdrico  Harborne, 1998
(97: 3Vviv)
Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCls- MeOH KOH Wagner & Bladt,
lapachol (98: 2 viv) 1996
Alcaloides Pilocarpina AcOEt - HCOOH - AcOH Dragendorff Wagner & Bladt,
H20 1996
(100: 11: 11: 27 viv)
Proantocianidinas Catequina AcOEt - HCOOH - AcOH Vanilina cloridrica Roberts et
condensadas H-20 al.1957
(100: 11: 11: 27 vv)
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Taninos hidrolisaveis Acido galico n - BUOH - H20 - AcOH AlUmen de ferro 1%
(40: 50: 10 v/v)
Acucares redutores Glicose n—-BuOH - Me:CO - TF Trifeniltetrazolio 4%  Metz, 1961

(pH = 5,0) (40:50:10 v/v)

Ensaios antioxidantes

Dosagem de compostos fenélicos

O método de dosagem dos compostos fendlicos foi realizado de acordo com a
metodologia previamente descrita por Hua-Bin (2007) com algumas modificagdes.

Foram adicionados 20 pL da solugéo dos extratos (1 mg/mL), do &cido galico (1 mg/mL),
utilizado como padrao, e 100 pL do reagente de Folin em ambiente escuro em uma placa de 96
pocos. Apds 3 min, adicionou-se 80 pL do Na,COs O metanol e agua foram usados como
controle negativo da reacdo em substituicdo aos extratos. Apos 30 min de incubagdo no escuro
e a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas no comprimento de onda de 765 nm.

Os fenois totais contidos nas amostras foram calculados usando o acido galico como
referéncia e os resultados foram expressos em miligrama Equivalente de Acido Gélico (EAG)
por grama do extrato (mg EAG/g? extrato).

Dosagem de flavonoides

Os flavondides contidos nos extratos foram mensurados através da metodologia descrita
por Woisky e Salatino (1998).

Foram adicionados 100 pL dos extratos (1 mg/mL), da curva padrdo da quercetina (10 a
100 pg/mL), utilizada como padréo, e dos controles negativos junto com 100 pL do reagente.
Apbs uma hora de incubacdo no escuro, as absorbancias foram lidas em um comprimento de
onda de 420 nm.

Os flavonoides contidos foram estimados usando a curva padrdo da quercetina e 0s
resultados foram expressos em miligrama Equivalente da Quercetina por grama do extrato (mg
EQ/g* extrato).

Método de DPPH (Radical 2,2-difenil-1-pricrilhidrazil)

O método utilizado foi baseado na metodologia de Blois (1958), utilizando o radical
estavel DPPH.
Foi realizada uma diluicdo seriada dos extratos e do &cidos galico, utilizado como padréo,

nas concentragdes de 500 pug/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ug/mL; 31,25 pg/mL e 15,625
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Hg/mL. 40 uL destas diversas concentragdes foram adicionadas a 250 pL do reagente DPPH
em uma placa de 96 pocos e apds 30 min de incubagdo no escuro a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas no comprimento de onda de 517 nm. O controle negativo utilizado
corresponde a solugdo de DPPH sem a amostra. Os experimentos foram feitos em triplicata.
Calculou-se a porcentagem de atividade de eliminacdo de radical DPPH pela seguinte

formula:

% da atividade de eliminacdo do DPPH: Absorbancia do controle - Absorbéncia da amostra X 100

Absorbancia do controle
Com os resultados da aplicacdo da formula, foi tracado um gréfico da atividade de
eliminacdo do DPPH contra as diferentes concentraces dos dois extratos e obteve-se a ICsy,
que denota a concentracdo da amostra necessaria para diminuir a concentracdo inicial de
radicais DPPH em 50%.

Meétodo de ABTS (2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))

O ensaio de eliminacdo de radicais ABTS foi realizado de acordo com Re et al. (1999)
com pequenas modificagdes.

Foram misturados 20 pL dos extratos vegetais (1 mg/mL) com a solucdo de ABTS e
deixados em repouso durante 6 min antes de se medir a absorbancia a 734 nm contra uma
solucdo controle (solucédo de trabalho adicionada a metanol e 4gua) e o trolox foi aplicado como
padrao.

A eliminacdo dos radicais ABTS foi estimada em porcentagem apos o calculo da inibicdo
dos radicais, calculada pela seguinte formula:

I (%): Absorbancia do controle- absorbancia da amostra x 109

Absorbancia do controle

Meétodo de fosfomolibdénio ou atividade antioxidante total

O método de fosfomolibdénio foi realizado seguindo a metodologia de Prieto et al. (1999)
com pequenas modificagdes.

A solucdo dos extratos testados e a solugdo do &cido ascorbico (CsHsOsg), considerada
como padréo para o teste, foram utilizadas na concentragéo de 1 mg/mL.

Apos o preparo das solucbes e do reagente, adicionou-se 1 mL da solucdo de

fosfomolibdénio em 100 pL dos extratos, repetindo-se essa agdo com o controle (solugédo de
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trabalho adicionada a metanol e agua) e o acido ascorbico, em triplicata. Foi necessario incuba-
los por 90 min a 95°C no banho seco.

Para a determinacdo das absorbancias, 200 puL de cada mistura previamente incubada
foram colocadas em uma placa de 96 pocos e a leitura foi feita no comprimento de onda de
695nm.

A atividade antioxidante total (AAT) foi expressa em relacdo ao acido ascérbico e
calculada pela seguinte formula:

AAT (%): Absorbancia da amostra — Absorbancia do controle ;4

Absorbancia do 4c. ascoérbico — Absorbancia do controle
Resultados e discussao
Andlise fitoquimica

A andlise fitoquimica dos extratos mostrou que 0 aquoso apresentou maior presenca de
compostos quando comparado ao metanolico, como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Anélise fitoquimica (CCD)

METABOLITOS Ext. Aquoso Ext. Metandlico

Alcaloides gerais - -
Proantocianinas - -

Compostos Fenolicos + -
Cumarinas - -
Derivados Antracénicos + +
Lignanas ++ ++
Mono, sesqui e diterpenos ++ -
Naftoquinonas + -
Saponinas + -
Taninos Condensados + -
Taninos Hidrolisaveis + -
Triterpenos e Esteroides + -

Xantinas - -

Compostos fenolicos e flavonoides totais

A média do teor de compostos fenolicos do extrato aquoso (218,22 mg EAG/g?) foi maior
do que a média obtida com os testes do extrato metandlico (104,06 mg EAG/gY) (Tabela 3), isto

acontece, pois o liquido extrator exerce importante influéncia sob a extracdo destes compostos.
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Dentro os compostos fendlicos, a subclasse mais estudada € a dos flavonoides que, nas
plantas, sdo responsaveis pela pigmentacéo e pode estar relacionada com funcdes de defesa.

A concentracéo de flavonoides nos valores de 1,31 mg EQ/g* para o extrato metandlico
e 2,88 mg EQ/g* (Tabela 3) para o extrato aquoso nao foi significativa em comparagio com os
valores da quercetina (99,18 mgEQ/g?), utilizada como padrio pois possui requisitos estruturais
necessarios para uma potente atividade antioxidante.

Tabela 3: Conteudo de fendis totais e flavonoides totais em mg EQ/g!

Amostras Teor de fendis totais Teor de flavonoides totais
(mg EQ/gY) (mg EQ/g")

Metandlico 104,06 1,31

Aquoso 218,22 2,88

Com os resultados observados, é possivel afirmar que a significativa concentracao de
compostos fendlicos totais encontrados, em contrapartida com a baixa concentracdo de
flavonoides totais nas amostras indica que outras substancias fendlicas, que nédo os flavondides,

sd0 0s compostos bioativos presentes na A. colubrina.

Método de DPPH

O extrato aquoso (290,46 pg/mL) apresentou melhor ICso em comparag¢ao com o extrato
metandlico (391,19 pug/mL). Os dois extratos apresentaram concentracdo de inibicdo em 50%
dos radicais DPPH muito superior ao &cido ascérbico (32,97 pug/mL), que é uma substancia
referéncia utilizada nas anélises de atividade antioxidante pela sua capacidade de reduzir
rapidamente o DPPH (Figura 1).

Figura 1: Concentracdo inibitéria do DPPH em 50% (ICso)
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Método de ABTS

Os resultados desse método foram obtidos de acordo com a porcentagem de atividade
de inibicdo do radical ABTS. Os experimentos mostraram que o extrato aquoso apresentou
82,99% de inibicdo do radical ABTS, engquanto o extrato metanolico apresentou 82,2%, valores
que quando comparados ao Trolox, utilizado como padréo, que apresentou 12,91% de inibigé&o,
mostram que a A. colubrina tem um grande potencial inibitério do radical (Figura 2).

Dzoyem et al. (2014) fizeram um estudo com plantas da familia Fabaceae onde se
obteveram resultados que mostram uma significativa capacidade de inibi¢do do radical ABTS
nas 9 espécies estudadas. Além disso, os indices de atividade antioxidante foram relacionados
com o alto contetdo de compostos fendlicos presentes nos extratos, corroborando com o que

foi apresentado no presente estudo.

Figura 2: método de ABTS
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Meétodo de fosfomolibdénio ou atividade antioxidante total

Como mostra a figura 3, o extrato aquoso (137,65 %) apresentou maior atividade
antioxidante total em relacdo ao extrato metandlico (34,35%) e ao acido ascorbico (100%).

Além disso, o extrato aquoso foi 0 que apresentou maior contetdo fenolico total entre
0s extratos testados, isto corrobora com estudos que sugerem a existéncia de uma correlacéo

positiva entre o conteudo fendlico e a atividade antioxidante das plantas.
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Figura 3: Porcentagem de atividade antioxidante total (%0 AAT)
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Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que 0s extratos
metandlico e aquoso dos galhos da A. colubrina apresentam uma consideravel atividade
antioxidante em todos os ensaios testados e possuem quantidades substanciais de compostos
fendlicos. Assim, esta espécie pode ser considerada uma boa fonte de antioxidantes.

Apesar dos dois solventes serem capazes de extrair compostos bioldgicos, o extrato
aquoso apresentou melhores resultados nos testes da atividade antioxidante, possivelmente
porque também obteve maior quantidade de compostos fendlicos que sdo considerados
fundamentais para esta funcdo, por isso, pode ser considerado um melhor liquido extrator.

Sao necessarios mais estudos para isolar os compostos bioativos responsaveis pelos
resultados positivos obtidos e para avaliar a atividade antioxidante in vivo.
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